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PECULIARITIES OF T-LYMPHOCYTES EXPRESSION AND ESTIMATION OF IMMUNOREGULATORY
INDEX CD4/CD8 IN THE FOCUS OF SPECIFIC INFLAMMATION WITH FIBRO-CAVERNOUS PULMONARY
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SUMMARY
It is determined, that CD4+ and CD8+ the T-cell are localized in the fibrotic cavity’s wall with specific
inflammation’s focus regardless of the bacteria excretion. A peculiarity is predominance of cytotoxic CD8+
T-cells regardless of the bacteria excretion. The immunoregulatory indexes of CD4/CD8 are in MBT+ is 0,58±0,04
and MBT– is 0,75±0,04, which can be the criterion of diagnostics of of cellular immune aresponse’s violation in
focus of specipfic inflammation.
ОСОБЛИВОСТІ ЕКСПРЕСІЇ Т-ЛІМФОЦИТІВ І ОЦІНКА ІМУНОРЕГУЛЯТОРНОГО ІНДЕКСУ
CD4/CD8 У ВОГНИЩІ СПЕЦИФІЧНОГО ЗАПАЛЕННЯ ПРИ ФІБРОЗНО-КАВЕРНОЗНОМУ
ТУБЕРКУЛЬОЗІ ЛЕГЕНІВ
І.В.  Сорокіна, Т.Г.  Філоненко
РЕЗЮМЕ
Встановлено, що CD4+ і CD8+ Т-лімфоцити локалізуються в стінці фіброзної каверни у вогнищах
специфічного запалення незалежно від бактеріовідділення. Особливістю є переважання цитотоксичних
CD8+ Т-лімфоцитів незалежно від бактеріовідділення. Визначені імунорегуляторні індекси CD4/CD8 при
МБТ+  (0,58±0,04) і МБТ– (0,75±0,04), які можуть бути критерієм діагностики порушення клітинної імунної
відповіді при фіброзно-кавернозному туберкульозі у вогнищах специфічного запалення.
Ключевые слова: фиброзно-кавернозный туберкулез, Т-лимфоциты, иммуногистохимия.
Одним из инфекционных заболеваний, имеющее
в настоящее время глобальное распространение,
является туберкулез. Множественные научные
исследования, доклады ВОЗ, опубликованные в пос-
ледние десятилетия, подчеркивают, что около трети
населения земного шара инфицированы микобакте-
рией туберкулеза [15]. Заметное ухудшение эпиде-
миологической обстановки регистрируется и в Ук-
раине [5].
В патогенезе туберкулеза перестройка иммун-
ной системы играет весьма значительную роль.
Многочисленные научные исследования показыва-
ют, что выраженность Т-клеточной иммуносупрес-
сии сопряжена с активацией течения туберкулеза
легких и во многом определяет риск неблагоприят-
ного исхода заболевания [2,8]. Несмотря на то, что
наибольшая научная информация по изучению роли
лимфоцитов и макрофагов в формировании клеточ-
ного иммунитета при туберкулезе представлена весь-
ма широко, следует подчеркнуть, данная проблема
остается в фокусе современных исследований и по-
стоянно пополняется новыми научными фактами
[10,12,13,16]. Так, оценка уровней CD3+, CD4+ и
CD8+ Т-лимфоцитов наиболее изучены в перифе-
рической крови, изменения соотношений которых
являются важным маркером формирования иммун-
ной недостаточности, в том числе и нарушений ан-
тигенспецифического системного ответа при тубер-
кулезе [3,4]. Кроме того, в последние годы большое
значение уделяют изучению роли CD8+ Т–лимфо-
цитов, их способности распознавать макрофаги,
которые фагоцитировали микобактерии туберкуле-
за (МБТ), и приводить их к гибели непосредствен-
но в очаге воспалительной реакции [7,11].
Однако, в науной литературе практически отсут-
ствуют данные об экспрессии маркеров Т-лимфо-
цитов в очагах туберкулезного поражения. Немно-
гочисленные результаты исследований весьма про-
тиворечивы и представлены, в основном, в экспе-
риментальных моделях. Одни авторы отмечают пре-
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обладание в очаге специфического воспаления CD4+
– лимфоцитов [6,7,16], другие CD8+ [14]. При этом
нет сведений о показателях иммуннорегуляторного
индекса CD4/CD8 в зависимости от активности ту-
беркулеза непосредственно в очаге поражения.
В этой связи изучение экспрессии Т-лимфоци-
тов, участвующих в механизмах формирования им-
мунной недостаточности, представляется важным
аспектом, являясь основой для разработки новых
методов прогноза течения и лечения туберкулеза.
Цель: определить особенности локализации,
количество CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов в очаге
специфического воспаления при фиброзно-кавер-
нозном туберкулезе легких в зависимости от бакте-
риовыделения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материал для гистологического и иммуногис-
тохимического исследования (ИГХИ) – участки тка-
ни легких, взятые у 41 больного, оперированных по
поводу фиброзно-кавернозного туберкулеза (ФКТ)
легких, разделенные на 2 группы в зависимости от
бактериовыделения. Первая группа (n=20) – ФКТ с
активным бактериовыделением (МБТ+), вторая груп-
па (n=21) – ФКТ без бактериовыделения (МБТ–).
На первом этапе исследования проводили гис-
тологическое исследование  с обзорной окраской
гематоксилин эозин и гистохимической окраской по
Циль-Нильсону для определения локализации мико-
бактерий туберкулеза по стандартным методикам [1].
Иммуногистохимическое исследование (ИГХИ)
проводили по стандартизованной методике [1,9] с
использованием серийных парафиновых срезов тол-
щиной 3-5 мкм, помещённых на адгезивные стекла,
покрытые полизином («Menzel-Glaser», Германия)
и реактивов компании DAKO.
Иммуногистохимическая панель включала в
себя следующие антитела: CD4 (Clone 4B12) и CD8
(Clone С8/144В), системы визуализации EnVision™
FLEX на автостейнере фирмы DAKO. Просмотр и
цифровые фотографии микропрепаратов осуществ-
ляли цифровой камерой OLYMPUS C 5050Z, уста-
новленной на микроскопе «Olympus CX-41».
В месте цитоплазматической мембранной лока-
лизации антигена визуализировался продукт реакции
коричневого цвета. Морфометрическое исследование
включало подсчет позитивных клеток в 5 полях зре-
ниях при увеличении 200.
Все полученные результаты подвергнуты стати-
стической обработке для параметрических и непара-
метрических критериев с использованием програм-
мы «MedStat» (серийный №MS0011) ДНПП ООО
«Альфа», г. Донецк. При анализе проверки распреде-
ления на нормальность использовали Хи-квадрат и
критерий W Шапиро-Уилка, сравнение центральных
тенденций двух независимых выборок с использова-
нием W-критерия Вилкоксона и сравнение средних
двух независимых выборок по критерию Стьюдента.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам ИГХИ было установлено, что во
всех препаратах определялась экспрессия CD4+ и
CD8+ Т-лимфоцитов, особенно в очагах специфи-
ческого воспаления фиброзной стенки каверны и
участках дистелектаза в перикавернозной зоне. Не-
равномерная по плотности экспрессия Т-лимфоци-
тов отмечалась периваскулярно, перибронхиально
и в очагах бронхо-ассоциированной лимфоидной
ткани. Наименьшее количество позитивных Т- лим-
фоцитов располагалось в участках эмфиземы.
В очагах специфического воспалительного ин-
фильтрата обнаруживались Т-лимфоциты как с фе-
нотипом CD4+, так и CD8+. Причем независимо от
бактериовыделения преобладали цитотоксические
CD8+ Т-лимфоциты. Большее количество CD8+ Т-
лимфоцитов (117,8±6,99 позитивных клеток) распо-
лагалось плотным кольцом вокруг фокусов казеоз-
ного некроза в прогрессирующей фиброзной кавер-
не и в зоне экссудативного воспаления активных
туберкулезных гранулем при ФКТ (МБТ+) (рис.1).
Рис. 1. Очаг специфического воспаления в прогрессирующей фиброзной каверне при ФКТ (МБТ+).
Экспрессия CD8 +Т-лимфоцитов. Фокус казеозного некроза (КН). ИГХИ. Система визуализации
FLEX. Ув. х200.
КН
КН
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Экспрессию CD4+ Т-лимфоцитов обнаружива-
ли в тех же участках, но их количество было в 1,8
раз меньше, чем CD8+ клеток, что составило
64,35±3,78 позитивных клеток (рис.2, табл.1.). Со-
отношение Т-хелперов к цитотоксическим Т-лим-
фоцитам оценивали как низкий иммунорегулятор-
ный индекс CD4/CD8 – 0,58±0,04. При исследова-
нии ткани легких с ФКТ (МБТ–) позитивные CD8+
Т-лимфоциты локализовались в очаге специфичес-
кого воспалительного инфильтрата в стенке фиброз-
ной каверны преимущественно в зоне скопления
эпителиоидных макрофагов и многоядерных гиган-
тских клеток Лангханса (рис.3). Их количество со-
ставило 92,33±4,79, в 1,28 раз меньше, чем анало-
гичных клеток при ФКТ (МБТ+), что было досто-
верным показателем (P<0,05).
Рис. 2. Очаг специфического воспаления в прогрессирующей фиброзной каверне при ФКТ (МБТ+).
Экспрессия CD4 + лимфоцитов. Фокус казеозного некроза (КН). ИГХИ. Система визуализации FLEX.
Ув. Х200.
КН
КН
Рис. 3. Очаг специфического воспаления  с неактивными гранулемами в фиброзной каверне при
ФКТ (МБТ–). Экспрессия CD8 + Т-лимфоцитов. Многоядерные гигантские клетки Лангханса (КЛ).
ИГХИ. Система визуализации FLEX. Ув. х400.
КЛ
CD4+ Т-лимфоциты в неактивных гранулемах
фиброзной каверны у больных ФКТ (МБТ–) обна-
руживались в количестве 68,71±4,34 позитивных
клеток, что достоверно не отличалось от группы
исследования с ФКТ (МБТ+) (табл.). При этом им-
ммунорегуляторный индекс CD4/CD8 составил
0,75±0,04, достоверно отличающийся от первой
группы исследования (P<0,05).
При сравнительном анализе количества субпо-
пуляций иммунокомпетентных Т-лимфоцитов в за-
висимости от бактериовыделения документируется
увеличение показателей активации иммунного вос-
паления у пациентов с ФКТ независимо от бактери-
овыделения. Анализ ИГХИ в ткани легких у опери-
рованных больных по поводу вторичного ФКТ по-
казал наличие различного уровня экспрессии CD4+
и CD8+ Т-лимфоцитов в очаге специфического вос-
паления в стенке фиброзной каверны, который вы-
ражается в сдвиге соотношения популяций Т-хел-
перы/Т-цитотоксические лимфоциты в зависимос-
ти от бактериовыделения.
В нашем исследовании обращает внимание пре-
обладание экспрессии цитотоксических CD8+ Т-
лимфоцитов в очаге специфического туберкулезно-
138
ТАВРИЧЕСКИЙ МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИЙ ВЕСТНИК2013, том 16, №3, ч.3 (63)
го воспаления независимо от бактериовыделения,
что позволяет думать об их опосредованном учас-
тии в механизмах антимикробного действия, среди
которых имеют место прямые цитотоксические эф-
фекты и продукция соответствующих провоспали-
тельных цитокинов.
Таблица 1
Уровень экспрессии CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов в очаге специфического воспаления при
фиброзно-кавернозном туберкулезе легких в зависимости от бактериовыделения
Примечание: * – достоверность различий группы 1 от группы 2, P<0,05.
Экспрессия CD 1 группа (n=20)
ФКТ, МБТ+
2 группа (n=21)
ФКТ, МБТ–
CD4+ 64,35±3,78 68,71±4,34
CD8+ 117,80±6,99* 92,33±4,79*
CD4/ CD8 0,58±0,04* 0,75±0,04*
При прогрессирующем ФКТ (МБТ+) в участках
казеозного некроза в стенке бронха, сообщающей-
ся с фиброзной каверной, микобактерии получают
возможность внеклеточного размножения. В окру-
жающей казеозный некроз ткани, вокруг активных
гранулем увеличивается количество цитотоксичес-
ких Т-лимфоцитов и снижается количество Т-хел-
перов по сравнению с группой ФКТ (МБТ–). Все
это приводит к анергии, подавлению клеточного
иммунного ответа, обусловливающее прогрессиро-
вание туберкулезного процесса, показателем кото-
рого является достоверно низкий иммуннорегуля-
торный индекс CD4/CD8 = 0,58±0,04. Кстати, отсут-
ствие гиперчувствительности замедленного типа на
антиген микобактерий рассматривается многими
авторами как анергия, сопровождающаяся неблагоп-
риятным клиническим прогнозом [3], что и наблю-
дается в нашем исследовании в очагах казеозного
некроза. Однако большинство исследователей утвер-
ждают, что в перифериеской крови у человека, в
периказеозной зоне гранулем в экспериментальных
моделях преобладающими являются именно CD4+
хелперы, определяющие остроту воспалительной
реакции при туберкулезе [6,7,12,14].
Тем не менее результаты гистологического и
ИГХ исследований в нашей работе доказывают, до-
казывают, что при ФКТ (МБТ–) в очагах гранулема-
тозного воспаления с наличием неактивных грану-
лем имеет место незначительное недостоверное пре-
обладание CD4+ хелперов, достоверное снижение
цитотоксических CD8+ лимфоцитов по отношению
к ФКТ (МБТ+) и, следовательно, достоверное уве-
личение иммунорегуляторного индекса CD4/CD8 до
0,75±0,04.
По-видимому, стабильность хронического ту-
беркулезного гранулематозного воспаления зависит,
с одной стороны, от количества активированных
CD4+ лимфоцитов, способных поддерживать вос-
палительный процесс, с другой стороны, от количе-
ства CD8+ лимфоцитов, которые могут способство-
вать ограничению иммунного ответа. Поскольку
индуктивная фаза гиперувствительности замедлен-
ного типа не проявляет себя клинически, в морфо-
логических исследованиях не всегда возможно уло-
вить повышение активности Т-хелперного звена.
Вероятно, в дальнейшем нарушение механизмов,
сдерживающих иммунный ответ, приводит к про-
грессированию заболевания.
ВЫВОДЫ
Таким образом, иммунногистохимический ана-
лиз в очагах специфического воспаления при фиб-
розно - кавернозном туберкулезе показал, что CD4+
и CD8+ Т-лимфоциты локализуются в стенке фиб-
розной каверны в очагах специфического воспале-
ния независимо от бактериовыделения, увеличение
показателей которых свидетельствуют об активации
иммунного воспаления в пораженной легочной тка-
ни. Особенностью является преобладание цитоток-
сических CD8+ Т-лимфоцитов независимо от бак-
териовыделения, что доказывает их опосредованное
участии в механизмах антимикробного действия.
Определены иммунорегуляторные индексы CD4/
CD8 при ФКТ (МБТ+) – 0,58±0,04 и ФКТ (МБТ–) –
0,75±0,04, которые могут являться критерием диаг-
ностики нарушения клеточного иммунного ответа
in situ, необходимыми в прогнозе течения заболева-
ния и выбора тактики терапии фиброзно-каверноз-
ного туберкулеза.
Перспективы дальнейшего исследования.
Особенности иммунологической характерис-
тики клеточного состава ткани легких из очага
специфического воспаления при фиброзно-кавер-
нозном туберкулезе чрезвычайно важны для оцен-
ки патологического процесса на конкретном эта-
пе заболевания.
Множество вопросов, остающихся без отве-
тов, диктуют необходимость продолжения иссле-
дования в этом направлении.
Дальнейшее изучение детальной характерис-
тики иммунокомпетентных клеток в очаге пора-
жения при фиброзно-кавернозном туберкулезе бу-
дет способствовать более глубокому пониманию
особенностей механизмов иммунопатогенеза и
выбора тактики дальнейшего лечения.
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